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摘要 :【 目的 】 比 较 不 同方 法 以 及 不 同 靶 标 基 因 的 RNA 干扰 (RNA interference, RNAI) 效率 ,建立 并 
优化 二 化 蜡 Chilo suppressalis 碱 性 神经 酰胺 酶 saCER 和 中 性 蒜 磷 脂 酶 snSMase 基因 的 RNAI 的 技术 
体系 。【 方 法 】 通 过 培养 液 浸泡 法 将 果 晶 Drosophila daCER 基因 的 dsRNA 导入 果 蝇 S2 细胞 内 ;分 
别 通过 显 微 注 射 法 和 荧光 纳米 粒子 介 导 喂食 法 将 体外 合成 的 二 化 剖 saCER 和 snSMase 基因 的 特异 
性 双 链 RNA (dsRNA) A 1038 3 龄 (注射 法 ) 和 2 龄 (喂食 法 ) 幼虫 体内 ,之 后 利用 qPCR 测定 靶 
标 基 因 的 mRNA 表达 水 平 , 比 较 不 同方 法 对 不 同 基因 的 RNA 干扰 效率 。 [AR ERE S2 细胞 浸 
泡 在 浓度 为 15 ng/uL 的 含 daCER dsRNA 细胞 培养 液 中 培养 72 h 后 ,daCER 基因 的 表达 水 平 下 降 
T 2 84% 。dsRNA (5 000 ng/pL) 注射 二 化 将 3 冷 幼 虫 60h 后 对 saCER 基因 的 干扰 效率 达到 最 高 
(41% ) ,dsRNA (2 500 ng/pL) 注射 48 h 后 对 snSMase 基因 的 干扰 效率 最 高 (47% ) ;给 二 化 况 2 Hw 
幼虫 喂食 dsRNA(48 jg/d) 后 ,分 别 在 第 7 天 和 第 8 天 对 saCER(32% ) 和 snSMase(52% ) 基因 达到 
最 大 干扰 效率 。 对 于 aCER AW, RIB S2 细胞 浸泡 法 与 二 化 蛇 注 射 法 和 喂食 法 相 比 ,干扰 效率 差 
异 极其 显著 ;使 用 相同 方法 ,对 saCER 基因 和 snSMase 基因 的 干扰 效率 无 显著 差异 ;对 于 二 化 旦 的 
同一 基因 (saCER 或 者 snSMase) ,注射 法 与 荧光 纳米 粒子 喂食 法 之 间 干 扰 效 率 也 无 显著 性 差异 。 
【 结论 】 碱 性 神经 酰胺 酶 基因 和 中 性 鞘 磷脂 酶 基因 对 导入 dsRNA 进行 RNAi 的 方法 较 敏 感 , 本 研究 
建立 并 优化 的 显 微 注 射 法 和 荧光 纳米 粒子 介 导 喂食 法 RNAI 技术 体系 在 鞘 脂 质 代谢 酶 基因 功能 的 
基础 研究 中 具有 可 行 性 。 注 射 法 和 喂食 法 对 二 化 昧 幼虫 aCER 基因 的 干扰 效率 远 低 于 浸泡 法 对 果 
BB S2 细胞 中 这 一 基因 的 干扰 效率 ,进一步 证 实 二 化 剖 血 淋巴 中 的 RNA 酶 对 dsRNA 的 快速 降解 以 
及 中 肠 围 食 膜 的 阻隔 很 大 程度 上 削减 了 dsRNA 进入 二 化 坚 细 胞 内 发 挥 干 扰 作 用 。 

关键 词 : 1; 碱 性 神经 酰胺 酶 ; 中 性 鞘 磷脂 酶 ; RNAi; 显 微 注射 法 ; 英 光 纳米 粒子 介 导 喂食 
法 ; 浸泡 法 
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Abstract; [ Aim] To establish and optimize the RNAi system for alkaline ceramide (saCER) and neutral 
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sphingomyelin ( snSMase ) genes of Chilo suppressalis by comparing the RNA interference efficiencies 
based on different methods and different target genes. [ Methods] Double-stranded specific RNA 
(dsRNA) of Drosophila daCER gene was introduced into Drosophila S2 cells by soaking in dsRNA- 
containing medium. Specific dsRNA of saCER and snSMase genes of C. suppressalis were synthesized in 
vitro and introduced into the 3rd instar larvae ( micro-injection) and the 2nd instar larvae (fluorescent 
nanoparticle-mediated feeding) of C. suppressalis, respectively. The expression levels of these target 
genes were measured by qPCR for investigating the RNAi efficiency among different methods as well as 
different genes. [ Results] The expression level of daCER gene decreased by about 84% by soaking 
Drosophila S2 cells in dsRNA-containing medium at a concentration of 15 ng/L for 72 h. The RNAi 
efficiency of saCER gene was the highest (41% ) at 60 h post injection into the 3rd instar larvae at the 
dsRNA concentration of 5 000 ng/L, and that of snSMase gene was the highest (47% ) at 48 h post 
injection at the dsRNA concentration of 2 500 ng/uL. The highest RNAi efficiencies of saCER and 
snSMase genes were obtained on the 7th day (32% ) and the 8th day (52% ) , respectively, after feeding 
the 2nd instar larvae with dsRNA (48 pg/d). For aCER gene in Drosophila S2 cells, the interference 
efficiency with soaking method was significantly higher than those with injection and feeding method of C. 
suppressalis. There was no significant difference in the RNAi efficiency of saCER and snSMase genes 
using the same introduction method, and between methods of micro-injection and fluorescent nanoparticle- 
mediated feeding for the same gene (saCER or snSMase) of C. suppressalis. [ Conclusion] The aCER 
and nSMase genes are sensitive to RNAi by introducing dsRNA both in vivo and in vitro. The protocols of 
RNAi via micro-injection and fluorescent nanoparticle-mediated feeding developed and optimized in this 
study are feasible for the basic research of enzyme genes of the sphingolipid metabolism. The RNAi 
efficiencies of aCER gene in C. suppressalis larvae using injection and feeding methods were significantly 
lower than that in Drosophila S2 cells using soaking method, further confirming that the interference 
efficiency of dsRNA into the C. suppressalis cells is greatly reduced due to the rapid degradation of 
dsRNA by RNase in hemolymph and the barrier of midgut pericardial membrane. 

Key words: Chilo suppressalis; alkaline ceramidase; neutral sphingomyelinase; RNAi; micro-injection 


method; fluorescent nanoparticle-mediated feeding method; soaking method 





dsRNA 介 导 的 RNAI 已 成 为 研究 基因 功能 的 最 
具 潜 力 的 工具 之 一 , 它 能 够 暂时 性 抑制 靶 标 基因 的 
表达 ,在 利用 基因 防 探 害虫 方 面具 有 巨大 的 应 用 淤 
FA (Jaubert-Possamai et al., 2007), RNAi 分 为 细胞 
自治 式 和 非 细 胞 自治 式 两 大 类 型 , 非 细 胞 自治 式 又 
包含 环境 RNA 和 系统 RNAi。 环 境 RNAI 是 从 环境 
中 直接 吸收 dsRNA, 系统 RNAI 指 基 因 沉 默 可 以 从 














昆虫 吸收 (环境 RNA) , 而 靶 标 基因 位 于 中 肠 外 , 沉 
默 信号 能 通过 细胞 或 组 织 进 行 传播 ,实现 昆虫 体内 
的 RNAi( 系统 性 RNAI) 。 

利用 RNAi 进行 基因 沉默 的 技术 在 无 硝 椎 动物 
特别 是 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans Fil FR WE 
Drosophila S2 细胞 中 都 得 到 了 很 好 的 研究 (Fire et 
al., 1998; Hammond et al., 2000), JR RNAi 的 研 


















































细胞 传递 到 细胞 或 从 组 织 传递 到 组 织 ,干扰 效果 可 
以 传递 到 下 一 代 (Huvenne and Smagghe, 2010) 。 细 
胞 自治 式 RNAI 的 机 制 已 比较 清楚 , 即 长 链 dsRNA 
被 胞 质 内 的 核酸 内 切 酶 Dicer 切割 成 多 个 21 ~ 25 
bp 大 小 的 具有 特定 结构 的 SIRNA ,从 而 诱发 体内 特 
定 序列 mRNA 的 被 降解 ,引起 特定 基因 转录 后 的 沉 
默 (Zamore et al., 2000)。 应 用 RNAi 进行 害虫 基因 
功能 的 研究 则 属于 非 细 胞 自治 式 ,可 以 通过 注射 \ 喂 
食 浸泡 等 方法 实现 。 当 dsRNA 到 达 昆 虫 中 肠 后 被 






































究 为 昆虫 RNAi 技术 的 开发 和 揭示 昆虫 RNAi 的 机 
制 疯 定 了 基础 。 研 究 发 现 , 靶 标 基因 的 选择 dsRNA 
传递 方式 及 导入 剂量 等 多 种 因素 都 会 影响 干扰 效 
率 ,而 dsRNA 的 导入 方式 被 认为 是 影响 RNAi 的 最 
大 限制 因素 (Terenius et al., 2011), 目前 , 显 微 注 
射 .喂食 和 浸泡 是 昆虫 学 研究 中 常用 的 dsRNA 导入 
方法 (Yu et al., 2013 ) 。 显 微 注射 是 应 用 最 广泛 的 
方法 , 它 能 将 精确 量 的 dsRNA 快速 导入 昆虫 特定 组 
织 或 血 淋 巴 ,避免 了 表皮 或 中 肠 液 核酸 酶 对 dsRNA 
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的 阻碍 与 降解 ,这 些 优势 是 喂食 法 和 浸泡 法 难以 达 
到 的 ;但 喂食 法 操作 简单 .不 会 对 虫 体 造 成 创伤 、 特 








胞 的 亚 细 胞 定位 分 析 显 示 , 二 者 都 定位 于 内 质 网 上 ; 
虫 体 组 织 定 位 结果 显示 ,saCER 基因 在 二 化 蜡 的 胸 





























别 适合 体 小 昆虫 及 大 规模 基因 筛选 RNAi 的 研究 ， 
而 浸泡 法 更 适合 应 用 于 昆虫 细胞 。 因 此 ,在 实际 应 
用 中 ,应 根据 具体 的 实验 需求 选择 合适 的 dsRNA 传 
递 方法 。 

与 其 他 目 昆 虫 相 比 , 鳞 允 目 昆 虫 的 RNAi 最 为 
困难 。 尽 管 有 很 多 通过 导入 大 量 dsRNA 实现 鳞 却 
目 昆 虫 RNAi 的 报道 ,但 鳞 翅 目的 RNA 干扰 效率 远 
ARIA H ER, HEA A PHAP RNA 
的 敏感 性 也 存在 较 大 的 差异 ,研究 表明 , REIRET 
RNAi 的 敏感 性 最 高 (Terenius et al., 2011; Li et al., 
2015; Singh et al., 2017). 造成 如 此 差异 的 主要 原 
因 是 鳞 翅 目 昆 虫 肠 围 食 膜 的 阻碍 及 中 肠 内 RNA 酶 
的 降解 作用 或 dsRNA 转化 为 siRNA 的 效率 低 
(Kumar et al., 2009; Singh et al., 2017), Witt, 
RNAi 的 主要 挑战 是 建立 稳定 、 高 效 的 dsRNA 传递 
系统 ,以 实现 靶 标 基因 的 高 效 特异 性 沉默 。 花 酰 亚 
胺 类 荧光 纳米 粒子 可 以 作为 基因 载体 和 药物 载体 ， 
该 类 星 形 聚 合 物 具 有 很 好 的 生物 相 容 性 和 很 低 的 细 
胞 毒性 ,分 子 外 围 乓 有 带 正 电 答 的 氨基 ,能 够 进入 活 
体 培养 细胞 ,并 且 能 够 与 带 负 电 蓓 的 DNA 或 dsRNA 
络 合 形成 稳定 的 复合 体 ,作为 载体 携带 并 保护 外 源 
核酸 进入 活体 培养 细胞 。 通 过 饲 喂 该 类 载体 与 
dsRNA 的 混合 物 ,该 类 载体 能 够 快速 携带 dsRNA 进 
入 活体 昆虫 细胞 中 ,干扰 昆虫 靶 标 基因 的 正常 表达 ， 
从 而 导致 幼虫 发 育 停滞 不 能 脱皮 、 直 至 死亡 (He et 
al., 2013; Xu et al., 2014) 。He 等 (2013 ) FIHX JE 
纳米 粒子 (fluorescent nanoparticle, FNP) 作为 RNAi 
的 基因 载体 ,将 FNP/CHT10 dsRNA 与 人 工 饲 料 混 
ARRAY EXE Ostrinia furnacalis 幼虫 ,成 功 干 
扰 了 CHT10 基因 的 表达 ,证明 获 光 纳 米粒 子 可 以 作 
为 一 种 低 细 胞 毒性 高 转 染 功效 的 基因 载体 ,开发 了 
一 种 高 效 、 低 毒 的 dsRNA 传递 新 方法 。 

War PE FH ZS BBE A FE (alkaline ceramidase, aCER ) 
All AE FH EG H (neutral sphingomyelin, nSMase ) 是 
调节 生物 体内 鞘 脂 质 代谢 的 关键 酶 类 (Zhou et al., 
2017) 。 前 期 研究 发 现 , 碱 性 神经 酰胺 酶 通过 调控 
神经 酰胺 水 平 使 果 蝇 的 发 育 延 迟 .寿命 变 长 ,在 果 蝇 
的 发 育 、 存 活 和 繁殖 中 发 挥 着 重要 的 作用 ( Yang et 
al., 2010) 。 叶 丽华 (2015 ) 克隆 得 到 了 具有 碱 性 神 
经 酰胺 酶 和 中 性 东 磷 脂 酶 活性 的 二 化 量 Chilo 
suppressalis 的 saCER 和 snSMase 基因 ,对 其 在 SS 细 




























































































部 和 足 部 表达 量 最 高 ,而 snSMase 基因 在 胸部 和 旷 
梨 中 的 表达 量 最 高 ,推测 saCER 和 snSMase 基因 都 
参与 了 二 化 旦 晓 皮 激素 水 平 的 调控 ,它们 在 二 化 量 
的 完全 变态 发 育 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 

本 研究 选择 了 saCER 和 snSMase 这 2 个 目标 基 
因 用 于 二 化 蜡 的 RNAi ,建立 了 显 微 注射 法 和 荧光 纳 
米粒 子 介 导 喂食 法 实现 二 化 蜡 发 育 相关 基因 sa CER 
和 snSMase 特异 性 沉默 的 技术 体系 ,以 期 为 二 化 蜡 
蒜 脂 质 代 谢 酶 基因 的 基础 研究 商定 基础 。 























1 材料 与 方法 


1.1 供 试 细胞 与 昆虫 
果 蝇 S2 细胞 购 自 Invitrogen 公司 。 供 试 二 化 蜡 
采 自 江西 瑞 昌 稻 田 , 于 室内 使 用 人 工 饲 料 连续 饲养 
多 代 。 将 初 县 幼虫 接种 于 人 工 饲 料 中 ,并 于 恒定 条 
件 中 饲养 ,温度 (27 +1) ,相对 湿度 60% ~70% , 
光 周 期 16L: 8D。 将 生长 至 2 龄 初 和 3 龄 的 幼虫 分 
别 用 于 RNA 喂食 法 和 显 微 注射 法 试验 。 
1.2 dsRNA 的 合成 

dsRNA 模板 的 制备 :依据 已 得 到 的 果 晶 
daCER .二 化 量 saCER 和 snSMase 以 及 GFP( 阴 性 对 
照 ) 基 因 编 码 区 序列 设计 特异 性 dsRNA 合成 引物 
(引物 的 5' 端 添加 T7 RNA 聚合 酶 识别 序列 
TAATACGACTCACTATAGGG ) , 引物 信息 见 表 1。 
高 剂量 的 dsRNA 具有 更 大 的 沉默 靶 标 基因 的 可 能 
性 ,因此 ,需要 大 量 合成 高 浓度 的 dsRNA ,以 保证 干 
扰 的 效率 。 以 克隆 测序 确认 含有 daCER saCER, 
snSMase 和 GFP 基因 序列 的 质粒 DNA 为 模板 ,PCR 
扩 增 5' 端 带 T7 启动 子 的 DNA 模板 。50 pL 反应 体 
A: PrimeStar HS (TaKaRa) 25 pL, 正 反 向 引物 
(10 mmol/L) $ 1 uL, ddH,0 22 pL,1 pL 质粒 模 
板 。 每 个 体系 设置 4 个 重复 ,最终 合并 成 200 pL。 
反应 条 件 : 94°C 3 min; 94°C 30 s, 56 45 s, 72 
2 min, 4 35 个 循环 ;72% 10 min。 然 后 对 PCR 产 
物 用 酚 氯 仿 进 行 抽 提 与 纯化 ,微量 分 光 光 度 计 
(Eppendorf BioPhotometer Plus ) 测定 浓度 和 0D 值 ， 
并 用 1.5% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 PCR 产物 的 完整 
性 ,如果 片 段 大 小 与 目的 基因 大 小 一 致 ,并 且 为 单一 
明亮 的 条 带 , 则 可 以 作为 下 一 步 合成 dsRNA 的 模板 
使 用 。 
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表 1 AR dsRNA 和 qPCR 的 引物 
Table 1 Primers used for dsRNA synthesis and qPCR 
物种 引物 引物 序列 (5 -3") PRE Elo ag 
Species Primers Primer sequences ae Purpose 
fragment length 
Abe saCER RNAi F TAATACGACTCACTATAGGGCCTGTTCTTCCTGCTCCCACC 745 RNAi 
Chilo suppressalis saCER RNAi R TAATACGACTCACTATAGGGAGCGTGCCCTTTGTCATTTT 
snSMase RNAi F TAATACGACTCACTATAGGGCTGGTTTGGAGGCAAAGGTG 789 
snSMase RNAi R  TAATACGACTCACTATAGGGCAGAATCCGACTGTCGCTAT 
GFP RNAi F TAATACGACTCACTATAGGGCTGGACGGCGACGTAAACGG 740 
GFP RNAi R TAATACGACTCACTATAGGGCTTTGCTCAGGGCGGACTGG 
saCER qPCR F ATGTGGTCCCACTTAGAACG 176 qPCR 
saCER qPCR R = GACCCAAAGGATATTGATTGC 
snSMase qPCR F TTGGAGGCAAAGGTGTAGGT 189 
snSMase qPCR R TTACAAGTTCCGCCGTAGAG 
GFP qPCR F TGAACCCCCATACAGCGAATCC 198 
GFP qPCR R TCTCCGTGCCAACCAGAAATAGG 
RH Drosophila daCER RNAi F TAATACGACTCACTATAGGGATCGAGTGGGCGGAGAATG 800 RNAi 
daCER RNAi R = TAATACGACTCACTATAGGGTCGTTCTTTGGCCAGTACTTCAGCAG 
GFP RNAi F TAATACGACTCACTATAGGGATGGTGAGCAAGGGCGAG 7719 
GFP RNAi R TAATACGACTCACTATAGGGTTATCTAGATCCGGTGGAT 
daCER qPCR F GGAGCACCTAAGACCCG 223 qPCR 
daCER qPCR R GATGAGCAGCACCCAGAT 
GFP qPCR F AACACCTTCTTCAGCGAGA 212 
GFP qPCR R AGCTTGCGGATCCTGTCC 


dsRNA 的 合成 :dsRNA 的 体外 转录 反应 参照 
Promega 公司 的 T7 RiboMAX™ Express RNA 干扰 系 
统 (T7 RiboMAX™ Express RNAi System) 试剂 盒 进 
行 。 将 反应 体系 置 于 金属 浴 中 37%C 4 h; 75°C 
5 min。 再 加 入 DNase I BRI FAY DNA 模板 ,最 后 
用 酚 氯 仿 纯化 dsRNA, 1.5% 的 琼脂 糖 凝 胶 检 测 
dsRNA 的 完整 性 ,微量 分 光 光 度 计 测定 dsRNA AYE 
度 和 OD 值 , 如 果 产 物质 量 良 好 ,保存 至 -20% 备 用 。 
1.3 RR S2 细胞 与 二 化 蜡 幼 虫 的 RNAi 技术 体系 
的 建立 
1.3.1 S2 细胞 浸泡 法 :收集 对 数 生 长 期 的 S2 细 
fe, FA 10% 胎 牛 血清 的 Schneider’ s Drosophila 
Medium 重 悬 细胞 至 1 x 10° 活 细胞 /mL, 然 后 在 35 
mm 六 孔 板 中 每 孔 接 种 1 mL 细胞 ,立即 加 入 daCER 
基因 及 对 照 (GFP 基因 ) 的 双 链 RNA(dsRNA) 各 15 
we, He SE OD ,室温 放置 30 ~ 60 min, 每 孔 加 入 含 
10% RA IFAI 2 mL Schneider’ s 培养 基 , 混 匀 ,将 
音 养 板 置 于 28Y 培养 72 h; 第 4 天 ,收集 细胞 进行 
qPCR 检测 对 目标 基因 mRNA 的 干扰 效率 。 
1.3.2 二 化 虹 幼 虫 显 微 注射 法 :根据 预 实验 结果 ， 
最 终 选 取 大 小 均一 、 健 康 的 二 化 蜡 3 龄 幼虫 为 实验 


















































用 虫 ,玻璃 微量 注射 针头 以 减少 对 二 化 蜡 的 损伤 ,使 
用 显 微 注射 系统 (OLYMPUS SZX7 ) 自 虫 体 背部 第 
3 4 节 注 射 约 3 pL dsRNA。 其 中 ,saCER dsRNA 和 
snMase dsRNA 均 分 别 设置 2 500 和 5 000 ng/ ML 2 
个 浓度 ,阴性 对 照 组 注射 等 体积 2 500 ng/pL 的 
GFP dsRNA。 注 射 后 的 幼虫 饲 以 人 工 饲料 并 于 光照 
培养 箱 中 饲养 ,分 别 于 注射 后 36, 48, 60 和 72 h 取 
样 ,每 处 理 含 20 头 二 化 旦 ,重复 3 次 。 收 集 后 的 样 
品 保存 在 液 氮 负 中 备用 。 

1.3.3 二 化 旺 幼 虫 荧光 纳米 粒子 喂食 法 :喂食 法 参 
H He 等 (2013 ) 进行 ,利用 基因 载体 荧光 纳米 粒子 
携带 靶 标 基因 的 dsRNA 进入 二 化 蜡 体 内 ,实现 靶 基 
因 的 特异 性 沉默 。 选 取 2 龄 初生 长 发 育 水 平一 致 的 
二 化 晶 幼 虫 ,将 荧光 纳米 粒子 (CN = 纳米 荧光 粒子 中 
胺 基 官 能 团 的 数目 ) 与 dsRNA(P = 核酸 中 磷酸 基 团 
的 数目 ) 按照 适当 比例 (NMP =1.5 ~2) 混 合 后 均匀 
掺 入 人 工 饲料 中 ,饲料 量 以 够 幼虫 吃 1 d 为 准 ,每 天 
更 换 一 次 饲料 , 以 保证 dsRNA 的 连续 摄 入 , GFP 
dsRNA 作为 阴性 对 照 。 以 60 头 幼 虫 为 单位 ,每 天 
IRE 12 uL 浓度 为 4 000 ng/uL 的 dsRNA, FIRE 
后 第 5 -9 天 取样 ,每 天 每 组 各 取 20 头 , 重 复 3 次 ， 
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1.4 qPCR 检测 二 化 旦 saCER 和 snSMase 基因 
mRNA 的 相对 表达 水 平 
1.4.1 总 RNA 的 提取 和 cDNA 第 1 链 的 合成 : 利 
用 Promega 公司 的 总 RNA 提取 试剂 盒 (SV Total 
RNA Isolation System) 单 头 提取 1.3 节 中 各 组 幼虫 
的 总 RNA,RNA 电泳 与 定量 检测 后 ,参照 TaKaRa 的 
实时 定量 PCR 反 转 录 试 剂 盒 (PrimerScript ® RT 
Reagent Kit Perfect Real Time) 说 明 书 进行 cDNA 模 
板 的 合成 。 反 转录 产物 cDNA 贮存 至 -20% 备用 。 
1.4.2 实时 菊 光 定量 PCR :以 上 述 cDNA 为 模板 进 
行 实 时 荧光 定量 PCR 检测 , 转录 延伸 因子 
(elongation factor 1 alpha，EF-la) 基 因 作 内 参 ,GFP 
基因 作 阴 性 对 照 。 反 应 采用 SYBR Green I REK 
JEE ( TaKaRa ) 在 LightCycler 480 上 进行 。 反 应 体 
系 共 20 uL: SYBR Green 10 wh, IGE m 4 Rh 
(50x) 0.4 pL, 上 下 游 引物 (10 pmol/L) % 0.4 wh 
(引物 序列 见 表 1)，cDNA 模板 2 pL, ddH,O 
6.8 pkL。PCR 扩 增 条 件 :95% 预 变性 30 s;95%C 5 s， 
60% 20 s, 72% 10 s, 40 个 循环 ; 熔 解 曲线 ,95%C 
15 s, 60% 1 min; 40% 30 s mRNA 相对 表达 量 的 
计算 采用 2 "分 析 方 法 (Livak and Schmittgen, 
2001), 
1.5 数据 分 析 

干扰 效率 =[(1 - mRNA 相对 表达 水 平 ) x 
100]% 。 数 据 分 析 采 用 SPSS 软件 ,在 0.05 显著 水 
平 上 进行 了 检验 分 析 。 






























































2 结 


2.1 靶 标 基因 dsRNA 的 电泳 检测 

合成 的 dsRNA 用 1.5% 的 琼脂 糖 凝 胶 检 测 大 小 
和 完整 度 ,得 到 清晰 的 目的 条 带 ( 图 1), daCER 
dsRNA, saCER dsRNA, snSMase dsRNA 和 GFP 
dsRNA 的 长 度 与 预期 大 小 一 致 。 
2.2 浸泡 法 RNAi 对 果 蝇 S2 细胞 中 daCER 基因 
的 干扰 效果 

对 daCER dsRNA 处 理 过 的 S2 细胞 进行 了 
daCER 基因 的 mRNA 表达 水 平 的 检测 ,发 现 与 对 照 
组 GFP dsRNA 相 比 ,daCER mRNA 表达 水 平 下 降 了 
约 84% ,具有 极 显 车 差异 (7 了 检验 ,P=0.0003)( 图 2)。 
2.3” 显 微 注 射 法 RNAi 对 二 化 晶 幼 虫 saCER 和 
snSMase 基因 的 干扰 效率 
显 微 注射 法 RNAi 对 saCER 基因 的 干扰 效率 随 
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图 1 dsRNA 电泳 图 
Fig. 1 Electrophoresis of dsRNA 
M1; 1000 bp DNA Marker; M2; 2000 bp DNA Marker; L1 ; daCER 
dsRNA; L2; saCER dsRNA; L3: snSMase dsRNA; L4; GFP 
dsRNA. 
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图 2 浸泡 法 对 有 果 蝇 S2 细胞 中 daCER 基因 的 干扰 效果 
Fig. 2 The interference of daCER gene in 


daCER dsRNA 











Drosophila S2 cell using soaking method 
果 蝇 S2 细胞 浸泡 在 含 daCER dsRNA (15 ng/pL) 培 养 液 中 ,72 h 
后 检测 daCER 基因 的 相对 表达 量 ; GFP dsRNA 为 阴性 对 照 。 
Drosophila S2 cells were soaked in medium containing 15 ng/pL 
daCER dsRNA, 72 h later, the relative expression level of daCER 
was determined. GFP dsRNA was used as the negative control. 下 图 
jr], The same for the following figures. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 
误 。 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 不 同 处 理 间 差 异 显著 (7 检验, P< 


0.01) 。Data in the figure are mean + SE. Different lowercase letters 














above bars indicate significant difference between different treatments 


(T-test, P<0.01). 


dsRNA 浓度 增加 而 升 高 , 且 在 高 浓度 和 低 浓度 
dsRNA 的 干扰 效率 随 注 射 后 时 间 变 化 的 趋势 是 一 
致 的 :注射 后 随时 间 增 加 干扰 效率 升 高 ,在 60 h 时 
saCER 基因 的 mRNA 的 表达 量 最 低 , 即 干 扰 效 率 最 
高 (41% ) ,随后 干扰 效率 开始 降低 (图 3: A)。 但 对 
snSMase 基因 的 干扰 效率 并 不 呈 dsRNA 浓度 依赖 ， 
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高 浓度 和 低 浓度 dsRNA 的 干扰 效率 随时 间 变 化 的 
趋势 也 不 同 :注射 高 浓度 的 dsRNA 后 ,干扰 效率 几 
平 不 随时 间 变 化 而 改变 ,但 低 浓度 的 dsRNA 随时 间 
增加 干扰 效率 升 高 ,在 48 h 时 snSMase 基因 的 
mRNA 的 表达 量 最 低 , 即 干扰 效率 最 高 (47% ) , 随 
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后 干扰 效率 开始 降低 (图 3: B)。 由 此 可 以 优化 
saCER 和 snSMase 基因 的 显 微 注射 RNAi 实验 条 件 : 
以 浓度 为 (5 000 ng/pL) 的 saCER dsRNA 处 理 60 h 
和 浓度 为 (2 500 ng/pL) 的 snSMase dsRNA 处 理 
48 h 时 为 最 优 。 
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图 3 显 微 注射 不 同 浓度 dsRNA 和 不 同 注射 时 间 对 二 化 量 saCER (A) 和 snSMase(B) 基 因 的 干扰 效率 
Fig. 3 The interference efficiency of saCER (A) and snSMase (B) genes in Chilo suppressalis 


after micro-injection of different concentrations of dsRNA for different time 
干扰 效率 =[ (1 -mRNA 相对 表达 水 平 ) x 100] % . Interference efficiency = [ (1 - mRNA relative expression level) x 100 ]%. F/I |A], The same 
for the following figures. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 








2.4 RHKAKAFTT SIRE RNAI WOVE 
H saCER 和 snSMase 基因 的 干扰 效率 

荧光 纳米 粒子 介 导 喂食 法 RNAi 对 saCER 和 
snSMase 基因 的 干扰 效率 随 喂 食 时 间 变 化 的 趋势 基 











者 间 并 无 显著 差异 (图 5: A); 注 射 法 和 喂食 法 
RNAi 对 二 化 暇 幼虫 nSMase 基因 的 的 干扰 效率 也 无 
显著 性 差异 (图 5: B)。 在 使 用 相同 RNAi 方法 时 ， 
对 二 化 蜡 幼 虫 saCER 和 snSMase 基因 的 干扰 效率 也 





























本 一 致 :干扰 效率 随 喂食 时 间 增 加 逐步 升 高 ,达到 最 
佳 干扰 效率 后 又 开始 降低 ,但 最 佳 干扰 时 间 有 所 不 
同 。saCER 基因 在 喂食 第 7 天 时 干扰 效率 最 高 
(32% ) ,随后 干扰 效率 开始 降低 ;而 snSMase 基因 在 
喂食 第 8 天 时 干扰 效率 处 于 最 佳 水 平 (52% ) ,随后 
干扰 效率 同样 开始 降低 (图 4)。 由 此 可 以 优化 
saCER 和 snSMase 基因 的 喂食 法 RNAI 实验 条 件 ;以 
浓度 为 4000 ng/uL 的 saCER dsRNA 喂食 第 7 天 和 
浓度 为 4 000 ng/ uL 的 snSMase dsRNA 喂食 第 8 天 
时 干扰 效果 最 优 。 
2.5 不 同 介 导 方法 对 二 化 蝇 幼 虫 同一 基因 以 及 同 
一 介 导 方法 对 不 同 基因 的 RNA 干扰 效率 的 比较 
比较 不 同方 法 和 不 同 基 因 最 优 条 件 下 的 RNA 
干扰 效率 ,并 利用 SPSS 软件 进行 显著 性 差异 统计 分 
析 ( 了 检验 , P<0.05)。 发 现 浸泡 法 RNAi 对 S2 细 
胞 中 aCER 基因 的 干扰 效率 极 显著 高 于 注射 法 (7 
检验 , P = 0. 001) 和 喂食 法 (7 检验, P =0.004) 
RNAi 对 二 化 旦 幼虫 aCER 基因 的 干扰 效率 ,而 后 二 









































无 显著 性 差异 (图 6)。 
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图 4 诡 光 纳米 粒子 介 导 喂食 dsRNA 不 同时 间 对 
ZAKIR saCER 和 snSMase 基因 的 干扰 效率 
Fig. 4 The interference efficiency of saCER and snSMase 
genes in Chilo suppressalis after fluorescent nanoparticle- 
mediated feeding with dsRNA for different time 
图 中 数据 为 平均 值 土 标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 
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图 5 不 同 dsRNA 导入 方法 对 二 化 蜡 幼 虫 (注射 法 和 喂食 法 ) 和 果 晶 S2 细胞 (浸泡 法 ) 中 相同 基因 的 干扰 效率 


Fig. 5 The interference efficiency of the same gene in Chilo suppressalis larvae (injection and feeding) and 








Drosophila S2 cells (soaking) using different introduction methods of dsRNA 
A: aCER; B: snSMase. 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 。 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 不 同 处 理 间 差异 显著 (7 检验 , P <0.05)。Data in the figure are 


mean + SE. Different lowercase letters above bars indicate significant difference among different treatments ( T-test, P<0.05). 
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图 6 同 种 dsRNA 导入 方法 对 二 化 量 幼 虫 
不 同 基因 的 干扰 效率 


Fig. 6 The interference efficiency of different genes in 
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Chilo suppressalis larvae using the same 
introduction method of dsRNA 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 。 柱 上 相同 小 写字 母 表示 同一 方法 
不 同 基因 间 无 显著 差异 (7 检验 , P>0.05), Data in the figure 


are mean + SE. The same lowercase letters above bars indicate no 

















significant difference between different genes of the same method ( T- 


test, P>0.05). 
3 讨论 


dsRNA 的 注射 剂量 对 RNA 干扰 效率 的 影响 在 
不 同 基 因 间 存在 差异 。Luo 等 (2013 ) 报道 使 用 注射 
法 对 蝗虫 进行 RNAI, 其 干扰 效率 与 dsRNA 剂量 呈 
依赖 关系 ,这 与 Saleh 等 以 及 Terenius 等 研究 者 的 结 
论 一 致 (Saleh et al., 2006; Baum et al., 2007; 
Terenius et ol.，2011 ) 。 本 研究 使 用 注射 法 进行 
saCER 基因 的 RNAI 时 ,高 剂量 dsRNA 比 低 剂 量 
dsRNA 的 干扰 效率 高 , 且 高 剂量 和 低 剂量 dsRNA 的 





干扰 效率 随 注射 后 时 间 变 化 的 趋势 一 致 ;但 对 
snSMase 基因 的 干扰 效率 并 不 呈 dsRNA 剂量 依赖 ， 
高 剂量 和 低 剂 量 dsRNA 的 干扰 效率 随时 间 变 化 的 
趋势 也 不 同 。 因 此 ,对 于 不 同 基 因 进 行 RNAi 实验 ， 
首先 应 明确 其 最 佳 dsRNA 剂量 ,以 达到 最 优 干扰 效 
K, Yu 等 (2013 ) 喂食 甜菜 夜 蛾 SeCHSA dsRNA 后 
第 7 天 检测 到 转录 水 平 降低 。 本 研究 中 ,喂食 二 化 
WE 3 龄 幼虫 dsRNA 后 第 5 天 检测 到 saCER 和 
snSMase 基因 的 mRNA 表达 水 平 下 降 ,并 分 别 于 第 7 
天 和 第 8 天 达到 最 大 干扰 效率 ,说 明 dsRNA 在 昆虫 
体内 发 挥 干扰 作用 需要 时 间 和 dsRNA 剂量 的 积累 。 
不 同 RNAi 方法 不 同 的 实验 对 象 间 干 扰 效 率 
存在 显著 差异 。 本 研究 发 现 果 晶 S2 细胞 浸泡 法 的 
干扰 效率 极 显 著 高 于 注射 法 和 喂食 法 ,而 后 二 者 间 
并 无 显著 差异 。 昆 虫 细 胞 对 dsRNA 的 吸收 效率 与 
Sid 蛋白 介 导 的 跨 膜 途径 相关 ,与 昆虫 吸收 dsRNA 
机 制 不 同 的 是 , 果 晶 S2 细胞 能 够 依赖 诸如 SR-CI 和 
Eater 受 体 介 导 的 细胞 内 甜 作用 吸收 dsRNA ,这 2 个 
受 体能 使 90% 以 上 的 dsRNA 进入 S2 细胞 ( Ulvila et 
al., 2006; Katoch et al., 2013; Joga et al., 2016), 
Wang 等 (2016) 利 用 微 注射 和 喂食 方法 比较 了 
iH AE H aE ARH 4 个 不 同 目的 昆虫 
对 几 丁 质 酶 基因 的 RNAI 的 敏感 性 ,发现 鳞 翅 目 昆 
虫 斜纹 夜 蛾 对 2 种 RNAI 方法 均 表 现 出 最 低 的 敏感 
性 。 进 一 步 进行 体外 研究 发 现 斜 纹 夜 蛾 的 血 淋 巴 和 
中 肠 液 降解 dsRNA 的 能 力 最 强 , 这 说 明 干 扰 效率 与 
注射 后 血 淋 巴 及 喂食 后 中 肠 液 降 解 dsRNA 的 能 
高 度 相 关 。 斜 纹 夜 蛾 对 喂食 法 不 敏感 ,说 明 喂 食 后 
鳞 翅 上 日 昆虫 中 肠 内 的 RNA 酶 会 快速 降解 大 部 分 的 
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dsRNA ,导致 喂食 法 干扰 效率 很 低 。Singh 等 (2017 ) 
thee THA Be A FA A OG A AE H 
5 个 目的 37 种 昆虫 对 RNAI 的 敏感 性 , Ae POL A 
昆虫 体内 非常 低 浓度 的 血 淋 巴 即 能 造成 dsRNA 的 
快速 降解 ,证 实 鳞 翅 目 的 dsRNA 传递 效率 很 低 。 
Garcia 等 (2017 ) 研究 发 现 棉铃 象 Anthonomus 
grandis 中 肠 的 核酸 酶 是 dsRNA 传递 的 主要 障碍 之 
一 ,并 强调 开发 新 的 RNAi 传递 策略 ,重点 是 保护 
dsRNA 免 受 肠 道 核酸 酶 的 降解 。 因 此 ,我 们 推测 二 
化 蜡 作 为 第 二 大 目 鳞 翅 目 昆虫 , 自身 具有 很 强 的 系 
统 修复 能 力 ,表现 在 围 食 膜 对 dsRNA 的 阻碍 、 血 淋 
巴 及 中 肠 内 核酸 酶 对 dsRNA 的 降解 等 ,因此 ,RNAi 
对 靶 标 基因 的 干扰 效果 并 不 理想 。 

很 多 研究 表明 ,不 同 基因 对 RNAi 的 敏感 程度 
也 存在 很 大 差异 , 靶 标 基因 的 原始 功能 会 影响 干扰 
的 效率 (Terenius et al., 2011; Luo et al., 2013 ) 。 相 
比较 ,一 些 在 昆虫 体内 发 挥 基本 功能 的 基因 更 容易 
被 沉默 ,如 免疫 基因 ,因为 它们 的 表达 量 稍 有 减少 即 
会 对 昆虫 产生 严重 的 影响 ;与 之 相反 的 是 ,在 昆虫 表 
皮 中 表达 的 基因 最 难 被 沉默 (Eleftherianos et al., 
2006; Terenius et al., 2011) 。 对 于 秀丽 隐 杆 线虫 来 
说 ,在 神经 细胞 和 生殖 腺 中 表达 的 基因 则 很 难 被 敲 
(Kennedy et al., 2004)。 此 外 ,一 些 RNAi 通路 中 
的 核心 元 件 如 裂解 酶 Dicer 和 Argonaute 蛋白 在 不 
同 组 织 的 特异 性 表达 水 平 ,在 本 质 上 也 会 影响 干扰 
效率 ( Bellés, 2010) 。 而 且 , 目标 基因 的 表达 水 平 也 
能 影响 干扰 效率 。 例 如 ,V-ATPase A 和 V-ATPase E 
基因 都 在 中 肠 中 表达 ,但 V-A7TPase A 基因 对 RNAi 
的 敏感 性 更 高 ,目标 基因 的 高 表达 水 平 需要 更 长 的 
时 间或 更 多 的 dsRNA 来 实现 基因 的 有 效 沉默 
(Miller et al.，2008 ) 。 本 研究 结果 显示 ,在 使 用 相 
同 的 RNAi 方法 时 ,对 saCER 和 snSMase 这 2 个 不 同 
基因 的 干扰 效率 并 无 显著 性 差异 , 据 此 推测 :saCER 
和 snSMase 作为 鞘 脂 质 代谢 酶 分 别 催化 神经 酰胺 的 
水 解 和 合成 ,是 峭 脂 质 代 谢 通 路 中 相 邻 的 2 个 关键 
酶 ,它们 在 二 化 旦 体内 的 生化 功能 相近 ,组 织 定位 相 
似 ,在 S99 细胞 中 的 亚 细 胞 定位 也 相同 ,因此 它们 对 
RNAi 的 敏感 程度 也 相同 。 在 S2 细胞 中 RNAi 对 
daCER 基因 的 干扰 效率 能 达到 80% ,说 明 daCER 基 
因 对 RNAI 非常 敏感 。 我 们 推测 snSMase 基因 对 
RNAi 也 很 敏感 ,RNAi 是 研究 saCER 和 snSMase 基 
因 甚 至 峭 脂 质 代谢 通路 中 的 其 他 关键 酶 的 生物 学 功 
能 可 行 方 法 。 

荧光 纳米 粒子 作为 新 型 的 非 病 毒 基因 载体 ,能 




























































































































































































够 通过 静电 作用 与 核酸 结合 形成 稳定 的 复合 物 , 继 
而 在 细胞 的 内 否 作 用 下 跨越 细胞 膜 进入 细胞 ,有 效 
防止 了 核酸 酶 对 外 源 核酸 的 降解 , 且 具 有 稳定 性 高 、 
易于 表面 修饰 、 环 境 安 全 性 好 等 优势 。 因 此 , 菊 光 纳 
米粒 子 可 以 用 于 减少 dsRNA 的 降解 及 增加 细胞 吸 
收 完 整 dsRNA 的 基因 载体 ( Joga et al., 2016). 
Zhang “(2015 ) ME R AK UA BE dsRNA 实 
HY XI Lb We $e toe Anopheles gambiae 和 R K IF iX 
Aedes aegypti 幼虫 期 靶 标 基因 的 RNAi, HE He 等 
(2013 ) 报 道 , 只 有 喂食 含有 痰 光 纳 米粒 子 和 CHT10 
dsRNA 混合 物 饲 料 的 幼虫 才 会 出 现 明 显 的 RNAI 基 
因 沉 默 ,证 实效 光 纳 米粒 子 能 介 导 dsRNA 的 快速 传 
递 实现 昆虫 的 高 效 RNAi。 本 研究 利用 获 光 纳米 粒 
FY FIR AIK, X} saCER 和 snSMase 这 2 个 靶 标 基 
的 干扰 效率 分 别 达到 32% 和 52% ,说 明 荧光 纳米 
粒子 作为 核酸 载体 能 够 为 昆虫 基因 功能 的 基础 研究 
提供 很 好 的 方法 。 而 在 田间 很 难 将 效 光 纳米 粒子 与 
转基因 作物 结合 ,因此 通过 取 食 转基因 作物 抑制 二 
化 蜡 的 靶 标 基因 saCER 和 snSMase 表达 的 可 行 性 不 
高 ,但 是 荧光 纳米 粒子 可 以 作为 药物 载体 ,借助 英 光 
纳米 载体 高 效 传送 杀 虫 剂 进入 害虫 体内 ,可 实现 低 
剂量 条 件 下 的 高 效 防 治 效果 ,减少 化 学 农药 的 过 量 
使 用 。 

综 上 所 述 , dsRNA 的 导入 剂量 及 方法 、 靶 标 基 
因 的 种 类 ,干扰 时 间 、 干 扰 对 象 等 因素 均 会 影响 
RNAi 干扰 效率 。 二 化 坚 的 碱 性 神经 酰胺 酶 saCER 
基因 和 中 性 鞘 磷 脂 酶 snSMase 基因 对 导入 dsRNA 
进行 RNAI 的 方法 较 敏 感 ,本 研究 建立 并 优化 的 注 
射 法 和 喂食 法 RNAI 体系 在 式 脂 质 代谢 酶 基因 功能 
的 基础 研究 中 具有 可 行 性 。 
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